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1. INTRODUCAO

Falhas reprodutivas de fémeas bovinas sao problemas recorrentes dentro
dos sistemas de producdo. Perdas por morte embrionaria precoce (até
aproximadamente 30 dias de gestacdo) podem se dar por diversos fatores, dentre
estes estdo a falha no reconhecimento materno da gestacdo e a ocorréncia de
doencas (ABDALLA et al., 2017).

A ricketsia Anaplasma marginale faz parte do complexo de enfermidades
infecciosas Tristeza Parasitaria Bovina (TPB), sendo a anemia hemolitica o
principal sinal clinico apresentado pelos hospedeiros deste parasita
intraeritrocitario. A TPB pode representar aproximadamente 55% dos casos de
enfermidades parasitarias em bovinos no Rio Grande do Sul (OLIVEIRA et al.,
2017).

Além dos danos e perdas causados pela queda na producédo e a morte de
animais em consequéncia dessas doencas, sao descritas desordens reprodutivas
como abortos, repeticdo de estro, maior taxa de natimortos, nascimento de
bezerros fracos e anestro (GIVENS E MARLEY, 2008). Entretanto, sédo necessarios
mais estudos que investiguem o efeito de A. marginale na fertilidade e concepc¢ao
de fémeas bovinas.

Dessa forma, objetivou-se realizar diagndstico molecular de A. marginale em
novilhas Bos taurus prenhes e nao prenhes, submetidas a protocolo de
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) e relacionar com parametros
hematoldgicos.

2. METODOLOGIA

Este experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
do Instituto Federal de Educacédo Ciéncia e Tecnologia Farroupilha (CEUA/IFFAR
5550010518). Noventa e duas novilhas da raca Aberdeen Angus (Bos taurus)
criadas extensivamente em pastagem nativa no municipio de Charqueadas, RS,
foram selecionadas previamente ao protocolo de sincronizagcdo de estro. Os
critérios foram: idade (superior a dois anos); peso (65% do peso adulto); e escore
de condicao corporal (ECC> 2,5). Foi realizado um protocolo de sincronizacéo e a
inseminacao foi realizada em tempo fixo no D11 do protocolo. No 34° dia apos a
inseminacado foi realizado o diagnostico de gestacdo (DG) através de
ultrassonografia. A taxa de concepgéao foi calculada dividindo-se o total de vacas
que ficaram prenhes pelo nimero total de vacas inseminadas no periodo.
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No primeiro dia do protocolo (DO) foi realizada coleta de sangue por puncéo
da veia coccigea com sistema de coleta a vacuo em tubo contendo EDTA. Uma
aliquota de 1mL da amostra de sangue era destinada a extracdo de DNA
(ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep System - Promega, EUA). Os parametros de
eritrocitos e hemoglobina foram avaliados utilizando analisador automatico (BC-
2800Vet, Mindray, Brasil). O hematocrito foi determinado pela técnica de
microhematdcrito. Realizou-se esfregaco sanguineo e coloracdo por Pandtico
rapido para visualizacéo e identificagdo dos hemoparasitas em microscépio 6ptico
em objetiva de imersdo (100X). Para diagndstico molecular foi realizada PCR
quantitativa (QPCR - StepOnePlus™ System (Thermo Fisher Scientific, Applied
Byosistem™) para o gene de interesse msp5. Em ambas as técnicas 0s animais
foram classificados como positivos ou negativos para A. marginale.

Para as andlises estatisticas as novilhas foram alocadas em dois grupos
conforme o resultado do diagnéstico de gestagcédo no D34 (Prenhes e N&o-prenhes).
Para comparacfes entre os grupos utilizou-se teste T e as analises foram
realizadas no software SAS University Edition (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
Foi considerado significativo P<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No diagnéstico de gestacao, 45 das 92 novilhas estavam prenhes, obtendo
a taxa de concepcéo de 48,91% e todos os animais foram negativos para todos 0s
agentes infecciosos na avaliacdo do esfregaco sanguineo. Entretanto, na qPCR
todas as amostras amplificaram para o gene alvo msp5 de A. marginale, sendo
positivas para este agente no diagnostico molecular. O A. marginale esta
disseminado pelos rebanhos bovinos, porém os dados de prevaléncia podem variar
de acordo com a regido do pais e com a técnica utilizada para diagndstico,
mostrando-se mais alta em técnicas de maior sensibilidade como sorologia e
diagndstico molecular e mais baixa ao se utilizar a técnica de esfregaco sanguineo
(MARANA et al., 2009). Devido ao resultado positivo para a presenca de A.
marginale em todos os animais, néo foi possivel verificar a influéncia desta na taxa
de concepcao.

As médias dos parametros hematolégicos nao diferenciaram entre 0s grupos
Prenhes e Nao-Prenhes (Tab. 1). Mesmo com a presenca do parasita detectada
pela qPCR, os parametros hematdcrito, eritrcitos e hemoglobina dentro dos
valores fisiolégicos (JAIN, 1993).

Tabela 1. Variaveis hematoldgicas de novilhas Aberdeen Angus (Bos taurus),
categorizadas de acordo com diagnostico de gestacdo, provenientes de
propriedade rural no municipio de Charqueadas, RS.

Variavel Prenhes (N=47) N&o-prenhes (N=49) Ref.* P
Hematdcrito (%) 35,9+ 0,56 37,2+0,43 24 - 46 0,055
Eritrécitos (x108/uL) 7,5+0,10 7,7+0,10 5-10 0,13
Hemoglobina (g/dL) 12,1 + 0,15 12,6 + 0,19 8-15 0,07
*Jain, 1993.

Foi considerado significativo P< 0,05

Apés a recuperagdo de um quadro de anaplasmose aguda, 0s animais
permanecem com uma infeccdo em niveis baixos, muitas vezes néo detectados em
microscépio (SINGH et al., 2012). Neste contexto, a técnica de qPCR mostra-se
uma ferramenta importante na deteccdo de animais persistentemente infectados
dentro do rebanho. No Brasil, a prevaléncia de Anaplasma marginale, analisada
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com testes moleculares, pode variar entre 7,5% e 100% de acordo com a época do
ano, a presenca dos vetores (principalmente o R. microplus), e a regido do pais
(RAMOS et al., 2020). Esses dados indicam que grande quantidade de animais
pode estar em risco, pois caso 0 sistema imunoloégico seja comprometido, a
parasitemia pode aumentar, causando quadro clinico no hospedeiro (KOCAN et al.,
2010). Ainda, a presenca de animais reservatorio garante a persisténcia de
hemoparasitas no rebanho e transmissao destes a prole (BRITO et al., 2019).
Entretanto, é necessaria melhor compreenséo sobre o momento no manejo e dia a
dia das propriedades em que o0s niveis de parasitismo podem aumentar e se tornar
novamente um risco a saude dos animais e perdas econémicas para o produtor.

4. CONCLUSOES

Todas as novilhas foram positivas para A. marginale pela técnica de gPCR,
mas os parametros hematocrito, eritrocitos e hemoglobina estavam dentro dos
valores de referéncia. Nao foi possivel verificar a influéncia deste hemoparasita na
taxa de concepcao das novilhas.
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